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Buscar el principio es como intentar descubrir 
las fuentes de un río. Se pasa usted varios meses 
remando contra la corriente, bajo un sol abrasador, 
entre altísimas murallas de jungla chorreante, con los 
mapas empapados de humedad desintegrándosele 
en las manos. Lo enloquecen a usted las falsas 
esperanzas, los malignos enjambres de insectos 
picadores, y las añagazas de la memoria, y lo único 
que saca en claro, al final -la última Thule de tan 
ridícula búsqueda-, es un humedal de la selva o, 
tratándose de un relato, una palabra o un gesto 
perfectamente desprovistos de sentido. Y, sin 
embargo, en algún lugar más o menos arbitrario del 
largo recorrido entre el humedal y el mar, el 
cartógrafo clava la aguja de su compás, y es ahí 
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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
El litio ha sido ampliamente usado como tratamiento para el desorden bipolar, sin 
embargo sus mecanismos de acción a nivel celular y molecular permanecen 
desconocidos. En fotoreceptores de anfioxo, ha sido reportado que el litio potencia la 
foto-transdución mediada por la cascada de la fosfolipasa C (PLC). Con el fin de 
extender la relevancia de este hallazgo en un modelo mamífero, se evaluó la línea 
celular HEK 293 como modelo de estudio de los efectos del litio en la cascada de la PLC. 
Se realizaron mediciones con indicador fluorescente de calcio Fluo 4 a nivel de célula 
única, donde se encontró movilización de calcio por estimulación con carbacol. La 
intervención de la PLC en este proceso se comprobó con el uso del inhibidor U-73122,  y 
se corroboró que el calcio liberado proviene de depósitos intracelulares realizando 
mediciones en una solución externa con baja concentración de calcio.  Después de 
registrar una respuesta reproducible y robusta de la cascada de la PLC por estimulación 
con carbacol, se evaluó el efecto del remplazo iso-osmótico de Na+ por Li+ (140mM). La 
concentración de calcio alcanzada fue en promedio más alta que en la situación control 
(70%  27, n= 4). Posteriormente se redujo la concentración de Li en la solución a 14mM 
y se encontró que el aumento persiste. Por lo cual se disminuyó la concentración de litio 
a 4mM, valor cercano a las dosis terapéuticas,  y se obtuvo también un aumento en 
concentración de calcio alcanzada. Dado que los efectos del litio en pacientes con 
desorden bipolar se observan bajo tratamiento crónico, se evaluó el efecto de adicionar 
litio al medio de cultivo por dos semanas. En las células cultivadas en 1 y 4 mM de litio 
hubo un promedio más alto en la fluorescencia basal del indicador de calcio, pero no fue 
significativo (p=0,422, n=25). El incremento en la concentración de calcio por 
estimulación con carbacol tampoco presentó diferencias (p=0,606, n=25). Como primer 
acercamiento para evaluar si los cambios en la concentración de calcio observados 
pueden tener efectos en un sensor fisiológico, se propuso transfectar células HEK 293 
silvestres con el constructo mSlo1-GFP. 
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Lithium has been widely used as pharmacological agent for bipolar disorder, however the 
mechanisms of action at molecular and cellular level are not completely understood. In 
lancelet  photoreceptors has been found that lithium up-regulate the photo-transduction of 
the PLC- pathway. The aim of this study was to expand the relevance of that observation 
to a mammalian system, the cell line HEK 293 was tested as a study model of the lithium 
effects in the PLC pathway. Calcium fluorescence was measured at single-cell level in 
cells loaded with Fluo4-AM, it was observed a transient calcium fluorescence in response 
to carbachol stimulation. The PLC was involved in calcium transient, as we corroborated 
with the inhibitor U-73122. We verified that calcium mobilization is due to internal release 
by measuring calcium fluorescence in an external solution of low calcium concentration. 
Having documented a robust response of the PLC pathway by stimulation with carbacol, 
we evaluate the effect of iso-osmotic sodium substitution by lithium (140mm). Calcium 
transient was in average higher than in control (70%  27, n= 4).. Afterwards lithium 
concentration was decreased to 14mM and the effect was still present, then lithium 
concentration was reduced to 4mM, approaching therapeutic doses, where the increase 
in calcium transient was also obtained. Since the effects of therapeutic lithium 
administration in bipolar patients require prolonged exposition, we evaluated the effect of 
add lithium to the culture medium for two weeks.  Basal calcium fluorescence in cells with 
1mM and 4mM lithium was in average higher than control, but a non-parametric test fail 
short of significance (p=0.422, n=25). Calcium transient gated by carbachol did not have 
changes either (p=0.606, n=25). As a first approach to evaluate the effect in the change 
of calcium transient on a physiologic calcium-sensor we transfected HEK cells with 
mSlo1-GFP. 
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En 1949 se propuso por primera vez el uso de sales de litio como tratamiento para el 
desorden bipolar (Cade, 1949).Esta enfermedad se caracteriza por fuertes cambios en el 
estado anímico, energía y actividad de las personas. La prevalencia de la enfermedad en 
la población mundial es del 1 al 3% y se desarrolla en promedio a los 18.2 años 
(Merikangas et al., 2011;Dinan, 2002). Entre el 10 y 20%  de las personas que sufren 
esta patología comenten suicidio (Dinan 2002). Actualmente existen varios tratamientos 
para esta enfermedad, sin embargo el tratamiento con litio ha resultado ser el más 
eficiente (Geddes et al., 2010).  Su consumo por largo tiempo, incluso de dosis 
terapéuticas, puede generar efectos secundarios como inestabilidad eléctrica atrial y 
ventricular (Altinbas et al., 2014) e insuficiencia glomerular con pérdida total de la función 
renal (Aiffet al., 2014). 
Se han postulado diferentes hipótesis sobre el modo de acción del litio. Existe evidencia 
que sugiere que durante los episodios de trastorno bipolar en la fase maníaca hay una 
disminución en la actividad de la Na+/K+ ATPasa, lo cual genera un aumento en la 
concentración de sodio intracelular (El-Mallakh, 1996). El tratamiento con litio a largo 
plazo genera un incremento de la actividad de la NA+/K+ ATPasa y disminución en la 
concentración de sodio y calcio celular (Lenox & Frazer, 2002). 
EL aumento en la actividad de la bomba, medido en lisado de eritrocitos, es acompañado 
por una reducción en los niveles de especies reactivas al ácido tiobarbiturico en suero 
(TBARS), lo cual es un indicador de bajos niveles de  productos de la peroxidación de 
lípidos presentes en el suero sanguíneo, y está correlacionado con una disminución en el 
estrés oxidativo (Banerjeeet al., 2012).Estos resultados se relacionan con estudios donde 
sugieren que los pacientes con desorden bipolar tienen mayor estrés oxidativo. Datos 
bioquímicos muestran que estos pacientes tienen menores niveles de las enzimas 
catalasa y superóxidodismutasa, ambas involucradas en procesos reductores (Ranjekar 
et al., 2003). Sin embargo no hay un consenso en la forma como se manifiesta el estrés 
oxidativo, ya que en otros casos los niveles de TBARS y superóxido dismutasa están 
ligeramentes altos mientras que la concentración de catalasa permanece normal (Frey et 
al., 2007).  
Por otro lado, los mecanismos descritos anteriormente son completamente ubicuos y no 
explicarían por qué el litio tiene especificidad en su acción a nivel del sistema nervioso 
central. Una hipótesis que podría explicar su especificidad está relacionada con los 
mecanismos de señalización mediada por neurotransmisores. Los  pacientes impulsivos 
y agresivos con tendencias suicidas poseen niveles reducidos de ácido 5-
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hidroxindolacético (metabolito principal de la serotonina) (Maes, et al. 1995). El 
tratamiento con litio incrementa los niveles  de serotonina pero no de ácido 5-
hidroxindolacético en tejidos de hipocampo en ratas, a su vez ambos permanecen 
inalterados en la corteza, sugiriendo un confinamiento de la acción del litio (Jacobsen, et 
al. 2004).  
A nivel de señalización celular,   tanto los efectos de la dopamina como los de la 
serotonina están mediados por proteínas G heterotriméricas. 
 EFECTOS DEL Li SOBRE SEÑALIZACIÓN CELULAR MEDIADA POR PROTEINA G i 
El litio tiene efectos en vías de señalización que involucran proteínas G subtipo i. En 
cultivos in vitro de neuronas corticales de rata, los niveles basales de cAMP permanecen 
inalterados en presencia de litio, mientras que la producción de cAMP al estimular la 
adenilatociclasa (AC) con forskolin es inhibida por litio. En mediciones in vivo de tejido 
extraído de la corteza prefrontal de ratas se observa el mismo comportamiento.  En 
ambos casos, in vivo e in vitro, al estimular con quinpirole los receptores de dopamina de 
tipo D2 (acoplados a proteínas Gi ligadas la vía inhibitoria del cAMP) se observa una 
disminución en la producción de cAMP inducido por la estimulación de la AC, pero este 
efecto no está presente bajo tratamiento crónico con litio (Montezinho, et al., 2007).  
 EFECTOS DEL Li SOBRE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR PROTEINA 
Gs 
Otros ensayos revelan un efecto sobre la AC acoplada a proteínas G subtipo s. En 
células COS7 co-transfectadas con receptores de dopamina de tipo D1 (acoplados a 
proteínas Gs ) y AC subtipos 1 a 9, se hicieron mediciones sobre fracciones enriquecidas 
de membrada, obtenidas a partir de células cultivadas con 1mM de litio y 0.1mM del 
agonista de los receptores D1, SKF-82958. Se observó que el litio inhibe 
preferencialmente la enzima AC subtipo 5 (Mann, et al., 2008). Cuando se modificaron 
las concentraciones de Mg2+ en el cultivos se determinó que la inhibición es causada 
porque el litio compite con el sitio de unión a Mg2+ (Mann, et al., 2009).  
El litio presenta además otros efectos sobre la señalización de cAMP ligado a proteínas 
Gs. La subunidad receptora de cAMP/RII de la proteína kinasa A (PKA), presente en la 
fracción soluble de tejido homogeneizado de hipocampo y corteza frontal de ratas, luego 
de un tratamiento crónico con litio por vía oral presenta una mayor afinidad a cAMP 
marcado radioactivamente. Adicionalmente, el tratamiento crónico y de corto plazo con 
litio aumenta la inmunoreactividad contra las subunidades reguladoras y catalíticas de la 
PKA en ensayos de western blot tanto en tejido hipocampal como en tejido proveniente 
de la corteza frontal (Moriet et al., 1998). 
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 EFECTOS DEL Li SOBRE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR PROTEINA 
Gq 
Por otro lado, en la vía de la fosfolipasa C (PLC) acoplada a proteínas G subtipo q, se ha 
reportado que el litio puede generar cambios en la concentración de fosfoinositoles. Los 
cortes de tejido cerebral y de la glándula parótida de rata incubados con litio 4mM, myo-
inositol marcado radioactivamente, y agonistas como carbacol, atropina e histamina 
tienen mayor acumulación de inositol-1-fosfato  (Berridge, et al., 1982). Sin embargo no 
hay claridad si el efecto es causado por un aumento en la liberación de glutamato o por 
un efecto sobre la cascada (Lee, et al., 1992; Hokin, et al., 1996; Harwood, et al., 2003).  
Tampoco se sabe si estos efectos se traducen en cambios en la señalización por calcio.  
En cuanto al metabolismo de fosfoinositoles, los pacientes con desorden bipolar pueden 
tener cambios en la actividad de la inositol monofosfato-1-fosfatasa (enzima encargada 
de la de-fosforilación del inositol-monofosfato y producir myo-inositol), pero no son 
consistentes los resultados in vivo e in vitro (Shaltiel, et al., 2001). El tratamiento con litio 
a largo plazo genera una disminución de la expresión de la inositol-monofosfato-sintasa 
(enzima que cataliza la adición de fosfato al anillo inositol) (Vaden 2001).  Por su parte, la 
disminución en la concentración de myo-inositol genera cambios en la expresión de 
genes asociados con el estado anímico (Agan 2002). 
 Cascada de la PLC 
La cascada de la PLC involucra la hidrólisis de fosfoinositoles como se muestra en la 
Figura 1. Los receptores con 7 dominios transmembranales, una vez ligan un 
neurotransmisor o son estimulados por otra molécula, activan alguna proteína G (Gs Gi, o 
Gq, respectivamente), la cual intercambia GDP por GTP y esta a su vez activa una 
proteína efectora. El subtipo de proteína Gq causa la activación de la proteína efectora 
fosfolipasa C (Berstein, et al., 1992). El sustrato sobre el cuál actúa la PLC es el 
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2). Éste es un lípido que se encuentra en la hojuela 
interna de la membrana plasmática,  cuya concentración disminuye dada la hidrólisis 
realizada por la PLC (Stauffer, et al., 1998). La hidrólisis de PIP2 libera dos sustancias 
bio-activas: inositol 1,4,5trifosfato (IP3) que es hidro-soluble y se difunde por el citosol, y 
diacil-glicerol (DAG) que permanece en la membrana. 
 El IP3 se liga a los receptores de IP3 (IP3R) en el retículo endoplasmático. El IP3R es un 
receptor ionotrópico selectivo a calcio, una vez abierto permite la movilización de calcio 
desde el lumen del retículo, -donde se acumula por la acción transporte activo (bombas 
SERCA) al citoplasma  (Ehrlich & Watras, 1988);  dicha movilización puede ser modulada 
por la concentración de calcio citosólico,  ya que la liberación de calcio a través del IP3R, 
disminuye tanto a concentraciones muy bajas como a concentraciones altas de este ión 
(Bezprozvanny, et al., 1991).Este comportamiento en forma de campana se da porque el 
calcio puede inducir cambios conformacionales en el IP3R cuando se une a su extremo 
N-terminal, causando que el extremo C-terminal del IP3R solo esté accesible para 
proteínas reguladores cuando el calcio  está presente (Anyatonwu, et al., 2010). El DAG 
también funciona como un segundo mensajero. Una de sus funciones es la activación de 
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la proteína kinasa C (PKC), la cual tras su activación se desplaza del citoplasma a la 
membrana y fosforila proteínas específicas en la célula, que están involucradas 
principalmente en procesos de secreción y proliferación (Berridge, 1984; Berridge, 1987). 
El DAG también está involucrado en la apertura de canales ionicos pertenecientes a la 
familia denominada TRP por su sigla en inglés (transient receptor potential, descubiertos 
inicialmente en fotoreceptores de  Drosophila melanogaster) tales como  TRPC3, TRPC6 
de mamiferos (Hofman, et al., 1999),  TRPC7 (Okada, et al., 1999) y el TRPC2 en el 
organo vomeronasal en ratones (Lucas, et al., 2003). Receintemente se ha demostrado 
que el DAG tambien pueden activar los TRP de fotoreceptores de  Drosophila 
melanogaster (Delgado, et al. 2014). 
 
Figura 1: Cascada de la fosfolipasa C.  1. Activación de la proteína Gq, que a su vez activa la fosfolipasa C. 
2. Hidrolisis de PIP2 en IP3 y DAG. 3. Apertura de los canales del IP3R. 4. Liberación de calcio desde el 
retículo endoplasmatico 5 y 6. Activación de la PKC. Imagen modificada de Lodish, 2008. 
El calcio que entra al citoplasma puede tener múltiples funciones dentro de una célula. 
Este ión funciona como  segundo mensajero celular, se une a diferentes proteínas como 
la calmodulina y a proteínas que poseen dominios C2. Dentro de las proteínas que 
presentan el dominio C2 están la fosfoinositol 3-kinasa involucrada en el metabolismo de 
fosfoinositoles; la sinaptotagmina, rabphilina y Munc  que son claves para la liberación de 
vesículas en la transmisión sináptica; y la PKC (Clapham, 2007), que también puede ser 
activada por el  DAG y de esta manera se pueden  integrar las señales del DAG y el 
calcio liberado (Onacea & Meyer, 1998). Cuando el calcio liga las proteinas puede hacer 
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cambiar su actividad y localización celular. El calcio gobierna entonces procesos como la 
liberación de vesículas sinápticas; la apertura de canales iónicos como ciertos  canales 
de potasio y de cloro y algunos miembros de la familia TRP; la fusión de vesículas; el 
movimiento, fisión, fusión y muerte de mitocondras, la contracción muscular, entre otros 
(Clapham, 2007). Dado el papel que juega el calcio en diferentes procesos celulares, es 
relevante el efecto que tenga el litio en las vías que generan liberación de calcio al 
citoplasma dentro del sistema nervioso central, así mismo es necesario describir los 
cambios que generen el litio sobre la liberación de calcio.  
 Efecto del litio en la cascada de la PLC 
En un trabajo previo en nuestro laboratorio se investigaba sobre la naturaleza de las 
corrientes iónicas estimuladas por luz en los fotoreceptores de anfioxo. En este sistema 
la cascada de señalización que media el proceso de fototransducción es la cascada de la 
fosfolipasa C (PLC). En uno de los experimentos se encontró que el remplazo de sodio 
por litio en el medio extracelular produce un aumento en la liberación de calcio de los 
depósitos intracelulares y también incrementa la corriente iónica (Peinado, et al., 2015).  
El estudio del efecto del litio en la cascada de la PLC, como se puede observar, se ha 
basado en ensayos bioquímicos, pero aún hacen falta estudios  fisiológicos celulares que 
demuestren a nivel celular alteraciones funcionales definidas. La observación del efecto 
del lito en la  fotorespuesta mediada por la PLC en fotoreceptores aislados de anfioxo 
constituyó un interesante punto de partida y sugirió la posibilidad de realizar ensayos 
fisiológicos sobre efectos del litio a un contexto que permita extraer información 
mecanística y con posible relevancia al uso clínico de esta sustancia. Entre otros, es 
importante entender en qué eslabón de la cascada de la PLC está actuando el litio y cuál 
es su mecanismo de acción. Con este conocimiento se podría, a largo plazo, abrir la 
posibilidad de diseñar nuevos medicamentos con blancos específicos que no generen 
efectos secundarios. Por este motivo se propone evaluar la signif icancia del hallazgo 
realizado en el anfioxo en un modelo mamífero. 
Para tal fin se necesita un modelo de facil manipulación en el laboratorio. Las líneas 
celulares resultan ser apropiadas ya que permiten facilmente tanto mediciones 
eléctrofisiológicas como mediciones de cambios de calcio intracelular. Además, al ser 
homogéneas se pueden realizar diferentes experimentos funcionales con una mejor 
reproducibilidad que en células derivadas de tejidos cuya composición involucra una 
variedad de tipos celulares. Para los propósitos del presente proyecto es imprescindible 
que la línea a ser seleccionada posea endógenamente la vía de señalizacion de los 
fosfoinotitoles susceptile de ser activada por agonistas..  
Se eligió la linea celular HEK 293 ya que presenta receptores de 7 dominios 
transmembranales, entre los cuales hay receptores de acetilcolina identificados por 
microarreglos (Atwood, et al. 2011), de bradiquinina, identificados por RT PCR  
(Kramarenko, et al., 2009) y de ATP, identificados farmacológicamente  (Mundell & 
Benovic, 2000). También se ha demostrado una acumulación de IP3 y un aumento de 
calcio bajo estimulación farmacológica (Mundell & Benovic, 2000; Luo, et al. 2008). En 
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este sistema el principal receptor metabotrópico de acetilcolina es el mACH3R, el cual se 
acopla a una proteína Gq; la estimulación con carbacol de este receptor genera un 
aumento en la liberación de calcio medido en poblaciones de células por métodos 
espectofotométrios (Luo, et al. 2008). Sin embargo, todos estos estudios se llevaron a 
cabo en ensayos sobre poblaciones de células y la caracterización detallada de los 
efectos del litio requiere poder monitorear funciones en una escala mas fina. 
Se evaluó esta línea como modelo de estudio para ensayos fisiológicos a nivel de células 
individuales. Primero se examinó la posibilidad de inducir liberación de calcio por 
activación de receptores colinérgicos metabotrópicos, y la mediación de este fenómeno 
por parte de la vía de señalización de Gq/PLC. Posteriormente se evaluó el efecto del litio 





1.1 Objetivo general 
Determinar si la estimulación muscarínica en células Hek 293 genera liberación 
detectable de calcio desde depósitos intracelulares en células aisladas, es mediada por 
la cascada de fosfoinositoles, y establecer si este proceso es incrementado por la 
exposición a Litio. 
1.2 Objetivos específicos 
1. Constatar que la activación del receptor muscarínico con carbacol genera una 
movilización de calcio que proviene desde depósitos intracelulares. 
2. Comprobar que la liberación de calcio inducida por carbacol está mediada por una 
PLC. 
3. Establecer una dosis óptima de estimulación con carbacol  sobre la liberación de 
calcio, que sea detectable y no saturante, y que permita  evaluar la acción 
moduladora del litio. 








2.1 Modelo de estudio 
Las células HEK 293 se cultivaron en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) con alta glucosa, L-glutamina, piruvato de sodio 110mg/L, cloruro de 
piridoxina y bicarbonato de sodio 3.7g/L suplementado con 10% de suero fetal bovino sin 
adición de antibióticos (GIBCO). La temperatura de la incubadora fue de 37°C con 
suministro de CO2 al 5% (Thermo Scientific Series 8000WJ). Para realizar los repliques 
se usó tripsina a una concentración de 0.05% (GIBCO). El cultivo se realizó sobre 
laminillas de vidrio de 9x9mm ubicadas en cajas de cultivo de 24 pozos (Corning), el área 
de cada pozo es de 2cm2. Las laminillas fueron previamente lavadas con etanol y agua 
destilada, autoclavadas y secadas para evitar contaminación por sustancias presentes en 
el vidrio.  El propósito de sembrar las células en estas laminillas fue poder montarlas 
fácilmente en la cámara de registro electrofisiológico. Los repliques se realizaron 
semanalmente; en todos los repliques se sembró un frasco de cultivo de 25cm2 de tapa 
con filtro (Corning) al 5 o 10% de confluencia, que era el punto de partida para el 
siguiente replique. Cada 16 semanas se descongeló un vial de células HEK 293 para 
renovar el cultivo. Los viales permanecieron congelados en nitrógeno líquido, esto con el 
fin de asegurar que las células para registro tuvieran pocos pases. Los registros se 
realizaron sobre células únicas. 
2.2 Registros de Fluorescencia con indicadores de calcio 
El principio que se utilizó para  registrar cambios en la concentración de calcio es la 
fluorescencia; ésta se produce en átomos y moléculas que pueden absorber luz y luego 
emitirla con una mayor longitud de onda. El indicador de calcio fluorescente utilizado, fue 
el Fluo-4, una versión modificada del Fluo-3, la cual tiene menor afinidad por calcio y un 
mayor rango dinámico para reportar cambios de concentracion de este ión. Debido a su 
alta absorción a 488nm presenta también mayor emisión de fluorescencia. Sin embargo, 
al igual que el Fluo-3 no tiene un cambio en la longitud de onda de emisión cuando liga 
iones de calcio, por lo cual no se pueden hacer mediciones cociente-métricas (Gee, et 
al., 2000; Takahashi, et al., 1999). Por lo tanto este indicador no puede utilizarse para 
cuantificar la concentración absoluta de calcio, pero si para cuantificar elevaciones 
transitorias en la concentración de calcio con respecto al nivel basal de calcio presente 
en la célula.  
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La presencia de los grupos carboxílicos dan al indicador un caracterhidrofílico, haciendo 
que este  no pueda cruzar fácilmente la membrana plasmática, por lo cual se utilizó el 
derivado liposoluble Fluo-4-AM (Acetoximetil ester); éste, gracias a su hidrofobicidad 
atraviesa la membrana celular con facilidad. Una vez dentro de la célula el precursor 
Fluo-4-AM es degradado por la acción de esterasas endógenas que rompen el enlace 
ester y liberan el indicador Fluo-4, el cual,  debido a su carácter hidrosoluble será 
retenido dentro de la célula. De esta manera se mantiene un gradiente pronunciado para 
el precursor del indicador entre el interior y exterior de la célula, pudiéndose así acumular 
una alta concentración de indicador. Este compuesto fluoresce cuando liga iones de 
calcio.  La constante de afinidad entre el indicador y el ion es cercana a 335nM, por lo 
cual el indicador tiene sensibilidad adecuada para reportar cambios en la concentración 
citosólica de calcio y no es saturado a la concentración celular que normalmente se 
alcanza cuando dicho ión es liberado de los depósitos intracelulares. 
La incubación con Fluo-4-AM se realizó durante 40 o 60 min a 37°C con células 
sembradas en laminillas de vidrio. Para la solución de incubación, primero se disolvió el 
indicador en el solvente no-polar dimetilsulfóxido (DMSO, SIGMA) y Pluronic® F-127 al 
20% (un surfactante, Life-Technologies) en partes iguales. Luego de fuerte agitación esta 
solución se disolvió en solución externa: NaCl 140mM, KCl 3mM, MgCl2 1mM, CaCl2 
2.5mM, HEPES 10mM, Glucosa 11mM, pH=7.4 (las sales utilizadas son de SIGMA). La 
solución final se sonicó durante 5 minutos. Se alcanzó una concentración final del 
indicador cercana a 4,5μM. 
La estimulación del indicador de calcio se realizó con una lámpara de Xenón montada en 
un riel óptico como se muestra en la Figura 2. El haz de luz pasó por un filtro de 
interferencia de 480nm de longitud de onda (luz azul, óptima para la estimulación del 
Fluo-4-AM) y se concentró en una fibra óptica acoplada al puerto de epi-iluminación de 
un microscopio invertido Nikon Diaphot. La aplicación de la luz se realizó por pulsos, 
controlando la apertura de un obturador electromagnético ubicado a la salida de la 
lámpara de Xenón. En otros experimentos se utilizó un LED de 470nm para la 
estimulación (Thorlabs) acoplado al puerto de epi-iluminación de un microscopio Axiovert 
S100 Zeiss. En este caso la aplicación del estímulo fue controlada por un driver para LED 
de 4 canales (ThorLabs). 
La luz emitida fue rebotada a un reflector dicróico (λc=505 nm, Chroma) y posteriormente 
rebotada a un segundo dicróico (λc=570 o 585 nm, Chroma). En este montaje, el 
componente de onda más larga se proyectó a una cámara CCD, lo que permitió 
visualizar la célula bajo iluminación roja o infrarroja. El componente de longitudes de 
onda más cortas (que incluye la emisión por el indicador de calcio) se dirigió a un 
fotomultiplicador (Hammamatsu R4220 PHA, operado a 450-600 V), luego de pasar por 
un filtro de barrera (pasa-banda 520-560nm, Chroma). Adicionalmente, se colocó un 
diafragma ajustable en un plano focal conjugado en el puerto lateral de salida del 
microscopio, el cual permitió delimitar el área de registro, inclusive a una célula única, y 
así bloquear toda luz proveniente de otras regiones de la preparación. De esta manera se 
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minimiza la interferencia por luz parasítica y se optimiza la relación señal-ruido. En los 
registros donde la estimulación se realizó con una lámpara de Xenón, la señal de salida 
del fotomultiplicador era procesada por un pre-amplificador con umbral y un generador de 
pulsos para contar fotones individuales (Advanced Research Instruments F-100T) y luego 
procesada por un contador de alta velocidad (Advanced Research Instruments PRM-
100); esto reduce el ruido contribuido por eventos térmicos, mientras que en los casos 
donde la estimulación se realizó con LED la señal de salida del fotomultiplicador se 
procesó directamente por un conversor corriente-voltaje.  
 
Figura 2: Montaje para registros de fluorescencia. Modificada de Hernández, 2013. A: Montaje de registro 
con  lámpara de xenón. B: Montaje de registro con LED 
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2.3 Procesamiento de datos de fluorescencia 
Los datos de fluorescencia de calcio fueron digitizados por medio de un conversor 
análogico-digital de 12 bits (Data Translation modelo DT3001) o de 16 bits (DT9834), 
recolectados con el programa Collect y procesados en  Analyze, ambos diseñados y 
elaborados por el profesor Enrico Nasi. El fotomultiplicador y el contador de fotones 
reportan los datos como un valor de voltaje. Se utilizó un algoritmo en Excel que tradujo 
los valores del formato de Collect al formato de Excel, el algoritmo fue diseñado por 
Jorge Ramirez Buriticá (Ramirez, 2014). Los registros de fluorescencia presentaban 
fluctuaciones durante los 50ms de estimulación que duró cada  pulso. Para reducir el 
ruido, se integró la señal de fluorescencia  durante cada pulso, como se muestra en la 
Figura 3. Para integrar los datos se utilizó el programa MatLab (Mathworks, versión 
2011). Se diseñó un algoritmo que integra los valores de fluorescencia y  calcula el 
porcentaje de cambio relativo de fluorescencia  respecto al nivel basal:  
F/F 
Donde F es el promedio aritmético de los primeros 5 puntos antes de la estimulación con 
agonistas muscarínicos y F es la diferencia entre el nivel basal y el valor del punto. En 
los experimentos donde se compara la fluorescencia relativa entre diferentes 
tratamientos, se toma el valor máximo alcanzado de fluorescencia en un ensayo, (F/F 
max. 
Se realizaron diagramas de cajas para describir los datos de F basal y (F/Fmax y se 
corrieron pruebas de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon de los rangos con signos para evaluar 
diferencias entre los tratamientos. Estos análisis fueron realizados con el programa IBM 




Figura 3: Procesamiento de datos de fluorescencia de indicadores de calcio. A: En el trazo superior se 
observa la fluorescencia registrada, en el trazo inferior el pulso de luz. En el trazo superior se muestra la 
forma en la que se integra el trazo de fluorescencia (área gris bajo la curva); se obtiene de esta manera un 
dato por pulso, el cual da un valor mas preciso de la cantidad de fluorescencia emitida durante  un pulso de 
luz, matizando las fluctuaciones. B: Gráfica ilustrativa del curso temporal de los cambios en  los valores de la 
integración de los trazos de fluorescencia. Los triángulos grises muestran el momento de la aplicación del 
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agonista. Se resaltan dos barras que indican el cálculo de la diferencia de fluorescencia entre el nivel basal f ( 
promedio de los primeros puntos de la gráfica) y los valores alcanzados en cada pulso f. C: Cálculo de F 
/F y determinación del nivel máximo del cambio relativo en fluorescencia (F /F max). 
2.4 Aplicación de compuestos químicos a las células 
Para aplicar un agonista de  los receptores muscarínicos, carbacol (Alfa Aesar),a células 
sembradas en la cámara de registro, se ensayaron dos métodos. Inicialmente se intentó 
aplicar este compuesto por medio de una micropipeta, fabricada con capilares de 
borosilicato, calentando el centro del capilar y estirando los extremos con un “estirador” 
de pipetas (Narishige modelo PC-1). Se obtuvieron pipetas con puntas de diámetro 
cercano  a 2.5μm. Las pipetas fueron llenadas con una solución de carbacol a una 
concentración de 100μM preparada en la solución externa. Bajo observación 
microscópica  se acercó la pipeta con un micro-manipulador a una distancia aproximada 
de 20 micras, y por medio de la aplicación de presión positiva durante varios segundos 
(controlada por un regulador de presión y una válvula) se liberó la solución en la zona 
cercana a la célula. Este sistema de estimulación, sin embargo, presentó problemas: 
debido al tiempo que tarda la ubicación de la pipeta en una zona cercana a la célula, la 
solución empezaba  a liberarse por difusión antes de la aplicación de presión positiva; 
además, al intercambiarse la solución de la pipeta con la solución de la cámara de 
registro, la concentración del carbacol al interior de la punta de la pipeta disminuye 
gradualmente durante el curso del experimento, y en el momento de aplicar presión 
positiva la eyección inicial no ocurre a la concentración esperada. 
Se optó entonces por un sistema de estimulación diferente, la utilización de micropipetas 
dispensadoras que no fueron sumergidas en la cámara de registro, sino al momento de la 
aplicación. El volumen de la solución de estimulación fue mucho mayor (20μL) 
reduciendo el factor de dilución. Cabe resaltar que de todas maneras la aplicación local 
de un líquido implica una grado de incertidumbre, ya que por las características de la 
cámara de registro el flujo del baño no es laminar, por lo cual se pueden producir 
remolinos u otros movimientos del fluido que impiden lograr uniformidad espacial de 
concentración de carbacol. Por este motivo, en cada tratamiento se repitió la estimulación 
de cada célula, verificando que el cambio de fluorescencia fuera reproducible; las células 
que no presentaron una respuesta reproducible fueron descartadas. 
2.5 Transfección de células 
Para iniciar estudios pilotos con miras a disponer de células HEK aptas para ensayos 
electrofisiológicos de corrientes iónicas moduladas por cambios en la concentración de 
calcio libre intracelular, se obtuvo del Dr. Chris Lingle (Washington University, St. Louis, 
MO, EEUU) un  plásmido que contiene la secuencia codificante para el canal potasio-
selectivo activado por calcio mSlo1 en fusión con la proteína fluorescente verde como 
reportero, -eGFP.  El inserto está en el vector pBScMXT, basado en pBluescript II SK, el 
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cual tiene gen de resistencia a ampicilina, sitios promotores T3 y T7, sitios de clonaje 5’ 
ClaI, y 3’ NotI. El vector fue amplificado transformando bacterias E coli competentes por 
medio de un choque térmico, y cultivándolas en medio selectivo (25mL de Agar LB con 
ampicilina) y extrayendo y purificando el ADN plasmídico con el kit QIAGEN plasmidMidi-
kit siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de confirmar la secuencia parcial 
(aproximadamente 800 bases a cada lado del sitio de multi-clonaje) , y determinar por 
espectrofotometría la concentración (526,3 ng/μL) y pureza del ADN (Abs260/280=1.72) 
se prepararon alícuotas que fueron almacenadas en congelador a -80°C. Para la 
transfección, se usaron  células HEK sembradas 24 horas antes en cajas de 24 pozos 
(2cm2) . 0.5 μg del plásmido fue diluido en 100μLde OptiMEM® (Life Technologies). 
Posteriormente se añadieron 1.6μL de Lipofectamina LTX (Invitrogen) y se incubó la 
mezcla durante 25 minutos a temperatura ambiente. Durante la formación de complejos 
de DNA-Lipofectamina, se cambió el medio de una placa de cultivo de 2cm2 por 300μL 
de OptiMEM y se cultivó por 25 minutos. Finalizado del tiempo de incubación, se 
adicionaron los complejos a la placa de cultivo. 4 horas después se cambió el medio por 
DMEM. La expresión de las proteínas codificadas por el inserto fue verificada mediante 
microscopía de fluorescencia de la proteína reportera eGFP con luz de estimulación de  





3.1 Evaluación de la línea HEK 293 como modelo de 
estudio. 
Se evaluó la línea celular HEK 293 como modelo para estudiar el efecto del litio en la 
cascada de la PLC, para lo cual se quiso comprobar la presencia de una respuesta 
fisiológica robusta que fuera fácilmente controlable y se pudiera atribuir a esta vía de 
señalización. 
3.1.1 La línea celular HEK 293 responde a un agonista de 
receptores muscarínicos. 
Se ha reportado que la línea celular HEK 293 expresa receptores colinérgicos 
metabotrópicos M3mAChR  (Atwood, et al., 2011) y M1mAChR (Mundell & Benovi, 2000); 
ambos tipos se acoplan a la proteína Gq (Ishii & Kurachi, 2006). Por lo tanto, el primer 
punto a evaluar fue la presencia de una respuesta fisiológica de las células a un agonista 
de receptores de acetilcolina de tipo muscarínico, en este caso  se utilizó carbacol. Se 
eligió el aumento del calcio intracelular como respuesta fisiológica, el cual fue 
monitoreado mediante la fluorescencia del indicador Fluo-4.  
El protocolo de estimulación consistió en pulsos de luz de 50ms de luz de 470nm cada 3s 
durante 150s. La razón de utilizar un  protocolo por pulsos en vez de registro continuo es 
reducir la irradiación para evitar el blanqueamiento del indicador, y limitar un posible daño 
a la célula, ya que  la energía de la luz de estimulación es considerablemente alta. Por 
otro lado, como el curso temporal de la liberación de calcio es lenta (con un aumento 
gradual hasta su pico máximo y disminución posterior en un periodo superior a un 
minuto), no se  pierde información al utilizar  la tasa de muestreo contemplada por el 
protocolo por pulsos.  
En la Figura 4 se muestra el incremento en la fluorescencia relativa del indicador de 
calcio en respuesta a la aplicación de carbacol en concentración 100μM. Se puede 
observar que la estimulación genera un incremento inicial luego de una latencia de unos 
pocos segundos, que alcanza su valor máximo y gradualmente empieza a decaer. 
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Figura 4: Aumento de calcio citosólico por estimulación con carbacol. Trazo representativo de una célula 
cargada en una solución de 4,5 μM de FLUO4-AM. La flecha señala la aplicación de 200μL de carbacol de 
concentración 100μM. 
3.1.2 EL inhibidor de la PLC U-73122 disminuye la liberación de 
calcio. 
La estimulación de los receptores muscarínicos M3mAChR y M1mAChR puede producir 
ulteriores efectos, además de la movilización de calcio libre intracelular, tales como 
activar también una fosfolipasa A2 (PLA2) que produce ácido araquidónico; este también 
puede ser producido por una DAG lipasa que hidroliza el DAG producido por la PLC 
(Felder, 1995). En tejidos como el músculo liso se ha observado que ácido araquidónico 
puede activar canales permeables a calcio  (Thompson, et al., 2014). En células HEK293 
se ha mostrado que la movilización de calcio estimulada por carbacol puede ser mediada 
en parte por el ácido araquidónico producido por la PLA2 por una vía independiente del 
IP3 (Luo, et al., 2001). Entonces el siguiente punto para evaluar la línea celular fue 
confirmar el rol crítico de la PLC en la dinámica de calcio. 
Para este fin, se registró el cambio de fluorescencia del indicador de calcio en respuesta 
a la estimulación con carbacol 100μM en solución externa control;  se repitió la  
aplicación de carbacol  para verificar que la respuesta fuera reproducible. Después se 
perfundió  una solución que contenía el inhibidor de PLC, U- 73122, a una concentración 
de 50μM. Se  aplicaron 20μL de esta solución directamente en la cámara de perfusión, y 
se observó el efecto del inhibidor en la señal de fluorescencia al estimular de nuevo con 
carbacol. Entre un  registro y otro transcurrieron 10 minutos. 
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En la  Figura 5 se observa que después de la adición del inhibidor el incremento en 
fluorescencia del indicador de calcio  inducido por la estimulación con carbacol disminuyó 
aproximadamente 70%. El efecto fue prolongado: al repetir la aplicación de carbacol cada 
10 minutos, la reducción de la respuesta se mantuvo  durante 30 minutos  Después de 40 
minutos de lavado del inhibidor se recuperó casi en su totalidad la magnitud de la 
respuesta. Estos resultados confirman el papel crítico de la PLC en la movilización de 
calcio por estimulación muscarínica.  
Figura 5: Efecto del inhibidor U-73122. Los triángulos invertidos señalan los puntos de aplicación de 20μL de 
carbacol de concentración 100μM en la cámara, entre cada aplicación hay un intervalo de reposo de 10 
minutos. La barra indica el momento de la aplicación de 20μL de U- 73122  de concentración 50μM.  Se 
muestra un trazo representativo de 4 experimentos. 
3.1.3 El  calcio liberado proviene de depósitos intracelulares. 
La activación de la PLC genera la hidrólisis de PIP2 en DAG e IP3. Entonces la 
movilización de calcio observada puede corresponder no solamente a liberación desde 
depósitos intracelulares a través de receptores de IP3, sino posiblemente también a un 
influjo desde el medio extracelular, mediado por canales de la membrana plasmática que 
fueran activados por DAG (por ejemplo, canales de la familia TRP, ya mencionados). El 
siguiente experimento fue confirmar cuál de las dos vías está involucrada en la 
movilización de calcio.  
Se comparó el incremento de fluorescencia medido en condiciones control con el que se 
obtiene luego de perfundir la cámara con una solución extracelular modificada, cuya 
concentración de calcio ha sido reducida  aproximadamente del 97% respecto al nivel 
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control (NaCL 140mM, KCl 1.5mM, MgCl2 3.5mM, HEPES 10mM, Glucosa 11mM, CaCl2 
100μM, con pH= 7.4) La liberación de calcio generada por carbacol se registró antes y 
después de perfundir la preparación con la solución de bajo calcio. En la Figura 6 se 
observa que al reducir drásticamente el calcio extracelular la fluorescencia basal antes de 
la estimulación con carbacol disminuye, lo cual indica que ha disminuido la concentración 
de calcio citosólico. Sin embargo, la liberación de calcio en la cascada por estimulación 
con carbacol permanece idéntica. Estos datos indican que el calcio movilizado por la 
acción de la PLC proviene de depósitos intracelulares. 
 
Figura 6: Efecto de la solución externa con baja concentración de calcio.  Los triángulos indican el momento 
de la aplicación de 20 μL de carbacol de concentración 100 μM. La barra señala el momento en que la 
preparación se perfundió con una solucion de bajo calcio. Es un trazo representativo de 3 experimentos 
3.1.4 Dosis óptima de estimulación con carbacol. 
La liberación de calcio intracelular depende de la dosis de carbacol utilizada. Puesto que 
el objetivo principal del trabajo es examinar una posible acción modulatoria del litio sobre 
la cascada de PLC, es necesario utilizar una dosis del activador que permita no 
solamente observar confiablemente la respuesta a la estimulación, sino permitir posibles 
cambios en su amplitud, por lo cual es preciso evitar saturar la cascada: si la dosis 
aplicada  genera la respuesta máxima, no permitiría observar un posible incremento 
inducido por el litio. Por esta razón se exploraron diferentes dosis de carbacol para 
determinar un punto óptimo de estimulación. En la Figura 7 se observa el 
comportamiento del calcio liberado por la aplicación de diferentes volúmenes de una 
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solución de carbacol a una concentración de 100 μM. Se inició con 200μl repetida 2 
veces para confirmar la reproducibilidad de la respuesta. La dosis se disminuyó a 50μL, y 
luego a 20μL, lo cual produjo una progresiva disminución en la liberación de calcio. Con 
la última dosis se tiene certeza que la cascada no ha sido saturada, por lo tanto ésta fue 
la dosis de estimulación elegida para los ensayos posteriores. 
 
Figura 7: La liberación de calcio depende de la dosis de estimulación con carbacol. Los triángulos señalan 
los puntos de aplicación de diferentes volúmenes de  carbacol 100μM.  Después de registrar la respuesta se 
esperó 10 minutos para realizar la siguiente estimulación con carbacol, en este tiempo la célula se recupera y 
todos los componentes de la cascada están disponibles para responder de nuevo. 
Cabe resaltar que debido a que la solución eyectada se dispersa y se diluye al mezclarse 
con la solución en la cámara de registro, la concentración del agonista que finalmente 
estimula a la célula-blanco necesariamente crece con el volumen de aplicación. Este 
acercamiento simplificó el procedimiento, permitiendo el uso de una sola solución con 
una concentración fija de carbacol, lo cual puede reducir el margen de error. 
3.2 El tratamiento agudo con litio aumenta la liberación 
de calcio. 
Con el anterior bloque de experimentos se pudo determinar que las células HEK 293 
pueden servir como modelo para estudiar posibles efectos modulatorios sobre la vía de 
señalización de la PLC, ya que demuestran una liberación interna de calcio  controlable  
y reproducible. El siguiente paso fue determinar si el litio tiene efecto sobre la cascada de 
la PLC, al igual que fue documentado en fotorreceptores del anfioxo. Para este fin se 
registró la fluorescencia del indicador de calcio ante la estimulación con carbacol en un 
mismo grupo de células bajo dos condiciones: inicialmente en solución extracelular 
control, y posteriormente se repitió el procedimiento luego de perfundir las mismas 
células durante 10 minutos con una solución extracelular en la cual se hizo una 
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sustitución iso-molar del sodio por litio (LiCl 140mM, KCL 3mM, MgCl2 1mM, CaCl2 
2.5mM, HEPES 10mM, Glucosa 11 mM, pH=7.4). Se determinó la diferencia en el 
incremento de la señal de calcio bajo estas dos situaciones. Únicamente se tuvieron en 
cuenta las células que presentaron una respuesta consistente a la estimulación con 
carbacol en solución control. 
En la Figura 8 se grafica un ejemplo de los resultados obtenidos en este ensayo: En 
presencia de litio, F/Fmax fue mayor, indicando un aumento en la concentración de 
calcio alcanzada. Este efecto fue reversible, ya que al regresar a la solución externa con 
sal de sodio la liberación de calcio fue similar al control. Se registraron 5 células, de las 
cuales 4 tuvieron una respuesta como la observada en la figura 8. En estas células el 
aumento del calcio liberado es 70% mas en promedio de lo observado en solución control 
(Tabla 1), con una desviación de ±27. En un caso la respuesta en la solución con litio fue 
levemente menor a la observada en la solución control (>5%). Estos resultados pueden 
atribuirse al modo de la aplicación de carbacol, pues es posible que en los diferentes 
ensayos la concentración de carbacol en la solución circundante a la célula fuera 
diferente.    
 
Figura 8: Efecto de el litio en  concentración de 140mM sobre la liberación de calcio. El mismo grupo de 
células se estimuló con 20μL de carbacol 100μM en condición control, después de 10 minutos de perfusión 
con solución externa con concentración de litio 140mM y después de 10 minutos de lavado con la solución 
control. 
Tabla 1: Efecto del litio en concentración de 140mM 
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Célula Control* Litio* Razón** 
1 0,296 0,557 1,885 
2 1,460 2,440 1,671 
3 1,454 2,830 1,946 
4 0,650 0,866 1,332 
*Valores promedio de F/F max de dos ensayos en cada condición en la 
misma célula. 
**F/F max en baño de Litio dividido por F/F max en control 
 
Las observaciones anteriores reproducen los efectos encontrados en fotorreceptores de 
anfioxo. Sin embargo, las concentraciones de litio utilizadas son muy altas, y exceden 
enormemente la concentración en plasma de litio que se utiliza en pacientes bipolares 
bajo este tratamiento. Para averiguar si el litio es capaz de ejercer una influencia 
modulatoria en dosis más cercanas al rango terapéutico, se exploraron diferentes 
concentraciones, reemplazando solamente parcialmente el Na de la solución. Se utilizó 
inicialmente una solución intermedia con 14mM de Litio. En 2 experimentos se 
encontraron claras diferencias entre el tratamiento con litio y el control. En la Figura 9 se 
presenta un ejemplo, en el cual se puede observar un incremento en la cantidad de calcio 
liberado por la cascada; el incremento  observado en las dos células fue 16%  y 24.6%, 
respectivamente (Tabla2). 
 
Figura 9: Efecto del litio en concentracion de 14mM sobre la liberación de calcio. La misma célula se 
estimuló con 20μL de carbacol 100μM en situación control, y después de 10 minutos de perfusión con 
solución externa con concentración de litio 14mM. 
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Tabla 2: Efecto del litio en concentración de 14mM 
Célula Control* Litio* Razón** 
1 1,440 1,680 1,167 
2 0,827 1,030 1,246 
*Valores promedio de F/F max de dos ensayos en cada condición en la 
misma célula. 
**Fmax en baño de Litio dividido por F/F max en control 
 
Habiendo observado un aparente efecto modulatorio del litio sobre la respuesta de calcio 
a la estimulación muscarínica a concentraciones aproximadamente 10 veces menores 
que en los estudios piloto, se decidió realizar ulteriores experimentos  con una 
concentración de 4mM, que se acerca más a lo utilizado en el contexto terapéutico. Se 
realizaron 10 experimentos, en tres de estos la respuesta a carbacol en la solución 
control no es reproducible, por lo cual no se tuvieron en cuenta. En los 7 restantes se 
encontró un aumento en la liberación de calcio en presencia del litio. El comportamiento 
de uno de estos experimentos se puede observar en la  Figura 10. Con estos datos se 
realizó una prueba de Wilcoxon de los rangos con signos,  para determinar si hay 
diferencias significativas en las muestras pareadas en solución control y litio 4mM 
(p=0,018; n=7). Con estos experimentos se confirma que el litio produce un aumento en 
la liberación de calcio por la cascada de la PLC en concentraciones cercanas al rango 
terapéutico.  Adicionalmente, de forma preliminar se puede proponer que el aumento en 
el calcio liberado es dependiente de la dosis de litio, en la concentración de 140mM el 
promedio de la razón entre el calcio liberado por efecto del litio y del control es 1.70, 
mientras que con la concentración de 4mM el promedio es 1.58.   
Tabla 3: Efecto del litio en concentración de 4mM 
Célula Control* Litio* Razón** 
1 0.915 1.250 1.366 
2 1.507 1.745 1.158 
3 1.026 3.141 3.060 
4 0.396 0.712 1.799 
5 1.833 2.031 1.108 
6 1.684 2.328 1.382 
7 0.338 0.406 1.199 
*Valores promedio de F/F max de dos ensayos en cada condición en la 
misma célula. 





Figura 10: Efecto del lito en concentración de 4mM. El mismo grupo de células se estimuló con 20μL de 
carbacol 100μM en situación control, después de 10 minutos de perfusión con solución externa con 
concentración de litio 4mM y después de 10 minutos de lavado con la solución control. 
3.3 Efecto del tratamiento crónico con litio. 
En los experimentos anteriores la exposición al litio era aguda (pocos minutos). En 
cambio, los pacientes con desorden bipolar son tratados con sales de litio de una forma 
crónica: se les suministra el medicamento dos o tres veces al día y la concentración de Li 
en el plasma sanguíneo tarda 4 días en alcanzar el rango entre 0,3 y 1,3mM y 
estabilizarse (Amdisen, 1978); los efectos en el comportamiento sólo se observan 
después de varios días de tratamiento. La exposición prolongada a una droga puede 
inducir efectos diferentes o adicionales a los que se producen con aplicaciones agudas. 
Por esta razón se decidió evaluar también el efecto del litio a largo plazo. Para este fin, 
se cultivaron durante 15 días células HEK en medio DMEM control y en medio DMEM 
adicionado con litio a concentración 1mM y 4mM. 
En primer lugar se comparó la fluorescencia basal del indicador de calcio en las células 
bajo las tres condiciones, como indicativo de posibles diferencias en la concentración de 
calcio basal. En la Figura 11 se presentan los diagramas de cajas con los resultados 
obtenidos referentes a la fluorescencia que tiene la célula en reposo. Las células crecidas 
en medio con litio de 1 y 4mM mostraron un promedio mayor de fluorescencia basal. Se 
realizó una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si las diferencias  eran  
significativas, pero el resultado no alcanzó el criterio (p-valor  0,422). Una posible razón 
puede ser la alta dispersión de los datos en las células cultivadas con litio, lo cual – de 
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existir un efecto - podría requerir un tamaño de muestra considerablemente más grande 
para detectarlo. De todas formas, hay que enfatizar que no se trata de una medida 
robusta, ya que en ausencia de un criterio cociente-métrico (imposible de implementar 
con un indicador fluorescente que no manifieste cambios en el corrimiento de los 
espectros de emisión, como es el caso de Fluo-4), se pueden obtener diferencias 
atribuibles a factores ajenos al nivel de calcio, tales como diferencias en la cantidad de 
indicador cargado (reflejo de la actividad de esterasas endógenas) o en el volumen 
celular 
Las mismas células utilizadas para medir el calcio basal fueron usadas para registrar el 
aumento de la fluorescencia del indicador de calcio producido por estimulación con 
carbacol. En este caso, el tratamiento control presentó los valores más altos de cambio 
de concentración en calcio, determinado como F/F (Figura 12). Es evidente que no hay 
diferencia entre grupos, lo cual fue confirmado por la prueba de Kruskal-Wallis (p-valor de 
0.606). 
 
Figura 11: Diagramas de cajas de la fluorescencia basal de células en tratamiento crónico con litio. Las 
células fueron cultivadas durante 15 días en medio DMEM. Para el control se registraron 8 células, en el caso 




Figura 12: Diagrama de cajas de la fluorescencia máxima (Fmax) bajo estimulación con carbacol en células 
en tratamiento crónico con litio. Las células fueron cultivadas durante 15 días en medio DMEM. Para el 
control se registraron 8 células, en el caso de litio 1mM se tienen 11 y para litio 4mM 6 células. 
3.4 Transfección de células HEK con canales activados 
por calcio. 
Al haber observado que la exposición a litio puede incrementar la cantidad de calcio 
liberado internamente a través de la vía de señalización de la PLC, es relevante evaluar 
si este efecto puede tener repercusiones fisiológicas significativas en otros procesos 
controlados por este ión. En particular, considerando las implicaciones del litio para el 
funcionamiento de neuronas del sistema nervioso central, sería útil poder monitorear si 
dicho efecto modulatorio puede ser lo suficiente conspicuo para reflejarse en alteraciones 
de la actividad de canales iónicos.  Aunque esta meta no estaba contemplada entre los 
Objetivos específicos, se decidió proceder con pasos exploratorios que a futuro podrán 
permitir examinar a nivel de células individuales las consecuencias electrofisiológicas de 
la acción del litio. Un primer acercamiento contempla el uso de la misma línea celular 
HEK.  
Las células HEK expresan endógenamente  algunos canales activados por calcio, como 
el canal catiónico no-selectivo, TRPM4b (Launay, et al., 2002). Sin embargo, en células 
HEK293 sin transfectar, las corrientes activadas por agonistas de receptores acoplados a 
proteínas G son poco reproducibles y de pequeña magnitud. En registros de “patch-
clamp” bajo la modalidad “whole-cell” (es decir, midiendo flujos iónicos la célula 
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completa) se reportan corrientes menores a 50pA, mientras que en estas mismas células 
trasnfectadas con canales TMEM16A (canales de cloro activados por calcio) las 
corrientes pueden llegar a 6nA (Yang, et al., 2008). Por otra parte, esta línea celular  ha 
sido ampliamente utilizada como sistema hospedero en estudios de expresión heteróloga 
que han permitido  la caracterización de diferentes canales activados por calcio, como 
por ejemplo el canal de cloro activado por calcio y por voltaje, TMEM16A/Ano1, (Xiao, et 
al., 2011), o el canal activado por calcio TRPM2 (MacHugh, et al., 2003), entre otros. Por 
lo cual se planteó transfectar estas células para expresar un canal calcio-dependiente 
que pueda funcionar como un sensor robusto, y que sea relevante a la fisiología de 
neuronas.  
Los canales de la familia mSlo pueden ser candidatos adecuados. Esta familia de 
canales de potasio se encuentra en el linaje de los mamíferos, se expresa en diversos 
tejidos (incluyendo el cerebro), es sensible a voltaje y calcio y tiene una gran 
conductancia unitaria: con la técnica de “patch-clamp” en la modalidad “insideout” (es 
decir, midiendo flujos iónicos en un diminuto parche escindido de membrana) se han 
registrado  corrientes hasta de 2nA. Utilizando una solución de 10.2μM Ca2+, al lado 
interno de la membrana  los canales empiezan a abrirse a 0mV y llegan al máximo de  
probabilidad de apertura a +100mV.  Una ventaja de la gran conductancia unitaria de los 
canales mSlo1 es que puede manifestarse en respuestas eléctricas conspicuas aunque 
los niveles de expresión no fueran altos; más aún la susceptibilidad de la compuerta al 
voltaje de membrana (además del calcio) brinda un parámetro adicional para controlar la 
respuesta. Debido a que los canales mSlo1 están implicados en variados procesos 
celulares calcio-dependientes, el control del tono arterial  (Brayden & Nelson, 1992), la 
liberación de neurotransmisores  (Robitaille & Charlton, 1992), regulación de la 
frecuencia de disparos (Crest & Gole, 1992), repolarización del potencial de acción 
presinaptico y retroalimentación negativa del influjo de calcio en neuronas piramidales de 
CA1 (Hu, et al., 2001) y la secreción hormonal  (Petersen & Maruyama, 1984) entre otros, 
constituyen un buen reportero de alteraciones en la movilización de calcio intracelular en 
un rango fisiológicamente relevante.   Los estudios piloto para este propósito sólo 
pretendían evaluar si se obtiene expresión aceptable del constructo mSlo1-GFP en 
células HEK.  
Se transfectaron células HEK con un plásmido que contiene la secuencia que codifica 
para el canal mSLo1 unido a una proteína fluorescente eGFP que sirve como reportera. 
En la Figura 13 se muestran imágenes del mismo grupo de células HEK, transfectadas 
24 h antes con mSlo/eGFP, obtenidas con microscopía de Nomarski y con microscopía 
de fluorescencia.  Se observó que aproximadamente 5% de las células mostraban clara 
fluorescencia. Los resultados apoyan la viabilidad de este modelo para futuros estudios 
que evalúen si la modulación por parte del litio de la cantidad de calcio liberado por la vía 
de la PLC tiene un impacto fisiológicamente significativo. En el momento en que se 
realizó el estudio no había disponibilidad de un microscopio confocal, de tal manera que 
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no se pudo evaluar en planos ópticos si la distribución sub-celular de la fluorescencia es 
consistente con una expresión preferencial en la membrana plasmática. 
 
Figura 13: Transfección de células HEK con mSlo1-eGFP.  Después de 24h de transfección con el gen que 





El propósito del presente estudio fue evaluar la línea celular HEK 293 como modelo para 
examinar fisiológicamente la cascada de la PLC a nivel de células individuales y estudiar 
posibles  efectos del litio sobre esta vía de señalización.  
• Validación del modelo experimental. 
 Inicialmente se quiso determinar si la estimulación muscarínica en células HEK 293 
genera una movilización detectable de calcio en células aisladas; esto se pudo corroborar 
haciendo uso del indicador fluorescente Fluo4, y del agonista colinérgico carbacol, que 
opera selectivamente sobre receptores metabotrópicos. Luego se demostró que esta 
respuesta es mediada por la cascada de fosfoinositoles ya que  la actividad de la PLC es 
indispensable y que el calcio movilizado proviene de depósitos intracelulares. Luo, et al. 
en 2001 habían reportado movilización de calcio por estimulación muscarínica en 
poblaciones de células de esta línea, sin embargo esta es la primera vez que se evalúa el 
proceso a nivel de célula única, lo cual permite un seguimiento del curso temporal de la 
respuesta y una evaluación de su variabilidad, imposibles de obtener a partir del 
comportamiento colectivo de ensambles celulares. 
• Efectos agudos del litio sobre movilización de calcio.  
Después de determinar una dosis óptima para estimular la cascada evitando efectos de 
saturación, se evaluó si  existe una modulación por acción del litio, para corroborar en 
células humanas las observaciones piloto inicialmente obtenidas  en el anfioxo. En el 
tratamiento agudo con litio en concentraciones de 140, 14 y 4mM  se observó un 
aumento en el promedio de la amplitud de la señal de fluorescencia de calcio. Se 
propone por lo tanto que una consecuencia fisiológica de la acción del litio en el 
tratamiento agudo involucra específicamente la señalización de calcio sobre la vía de los 
fosfoinositoles. Sin embargo, no hay claridad sobre los mecanismos que pueden estar 
implicados. El incremento en la concentración de calcio alcanzada puede deberse a  
modulación de los pasos previos en la cascada (receptores colinérgicos, proteína Gq, 
PLC, receptores de IP3)  o de  puntos posteriores (homeostasis de calcio). Cada una de 
estas posibilidades puede a su vez implicar diversos procesos específicos: por ejemplo, 
si el mecanismo involucra canales activados por IP3, el aumento en el transiente de 
calcio podría ser explicado por una mayor fracción de canales que se abren, o  por una 
prolongación del tiempo promedio de apertura de los canales individuales. En otro caso, 
puede suceder que el litio reduzca algún aspecto de la homeostasis  del calcio libre, 
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como la re-captación e internalización al retículo endoplasmático por bombas SERCA, o 
el tamponamiento por  ligarse reversiblemente a sitios de enlace de proteínas como la 
parvalbumina, presente en diferentes zonas del cerebro (Celio & Heizmann, 1981). Así 
que esta primera demostración de un efecto definido del litio sobre una vía particular de 
señalización requerirá considerables esfuerzos a futuro para obtener una caracterización 
detallada.  
Es posible realizar experimentos fisiológicos para delimitar  posibles sitios  de acción del 
litio. La estrategia contemplaría medir en presencia o ausencia de litio la respuesta 
fisiológica activando la cascada de señalización directamente en diferentes eslabones 
posteriores al receptor. Primero activando la proteína Gq, lo cual se puede lograr 
aplicando por diálisis intracelular  el análogo no hidrolizable del nucleótido de guanosin-
trifosfato, el GTPS. Luego, utilizando un activador de la PLC, como el m-3M3FBS; 
finalmente  aplicando intracelularmente IP3 - una forma rápida implicaría foto-liberación 
de IP3 ‘enjaulado’ por pulsos de luz UV. Se esperaría que si el efecto modulatorio del litio 
persiste, su lugar de acción debe ubicarse cuesta abajo del sitio de estimulación. Por lo 
tanto, experimentos de este tipo permitirían  excluir ciertos  eslabones de la cascada, y, 
en el momento en el cuál se pierda el incremento en la fluorescencia de calcio, se 
concluirá  que  la proteína diana de la acción del litio está presente en pasos anteriores.  
• Implicaciones de la dosis-dependencia observada.  
 Las primeras mediciones manipulando litio utilizaron concentraciones altas (inicialmente 
un reemplazo iso-osmótico de sodio). Éstas pretendían en primer lugar replicar las 
observaciones obtenidas en neuronas sensoriales de anfioxo, y extenderlas a situaciones 
que pueden ser relevantes desde un punto de vista toxicológico (por ejemplo, la 
exposición a 14 mM). En cuanto a las dosis agudas menores exploradas en el presente 
estudio, es pertinente compararlas con las que se emplean en el uso clínico del litio. 
Aunque comúnmente se considera 1 mM la dosis terapéutica estándar, la situación es 
más compleja, ya que en respuesta al suministro de litio por vía oral, la concentración de 
litio en el suero varía durante el día. Dos horas después de tomar el medicamento la 
concentración en suero puede subir a 1.5mM o incluso 3mM, según simulaciones 
computarizadas y puede disminuir hasta 0.25mM en 24 horas si no se injiere una 
segunda dosis. Aún  después de días de tratamiento, cuando se considera ‘estabilizada’ 
la concentración de litio (según los niveles medidos a la misma hora del día) realmente 
se siguen presentando oscilaciones durante el día de ±0.5mM (Admisen, 1978). 
Entonces los efectos del tratamiento agudo con litio que se encontraron al utilizar una 
solución de concentración 4mM podrían presentarse también en el tratamiento crónico, 
donde la concentración de litio permanece oscilando. 
• Exposición prolongada a litio.  
Aunque las observaciones realizadas son novedosas en cuanto revelan efectos 
fisiológicos definidos ante exposición aguda de células a litio, una pregunta pertinente 
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concierne la posibilidad que un tratamiento crónico, como se da en el uso clínico de este 
ión, también muestre consecuencias sobre el calcio citosólico. En este caso, sin 
embargo, los resultados fueron negativos. Se consideraron dos aspectos: por una  parte, 
se examinaron células previamente cargadas con un indicador de calcio en el estado de 
reposo, pero no se encontró efecto del tratamiento crónico con litio sobre la fluorescencia 
basal de calcio. Sin embargo, esta medición no representa un estimativo confiable del 
nivel  de calcio, pues el indicador utilizado (Fluo-4) no es ‘cociente-métrico’ (no sufre un 
corrimiento de su espectro de excitación o de emisión al ligar calcio) y por lo tanto la 
señal de fluorescencia depende también de otros factores como la cantidad de indicador 
que hayan cargado las células y el volumen de las mismas. Esta limitante no impide 
monitorear (aunque sin cuantificar) los cambios de calcio en una célula dada, pero 
dificulta comparaciones entre diferentes células. Entonces, puesto que evaluar el efecto 
crónico del litio inevitablemente requiere comparaciones entre grupos, para evaluar 
rigurosamente una posible acción sobre el calcio basal se haría necesario realizar a 
futuro experimentos con un acercamiento cuantitativo, utilizando 2 longitudes de onda y 
un indicador como Fura-2, que permita   cuantificar su  concentración. La relevancia 
potencial de esta información es que, puesto que el calcio mismo puede modular la 
probabilidad de apertura del receptor de IP3 (Bezprozvanny, et al., 1991),  alteraciones en 
los niveles basales podrían repercutir también sobre la liberación estimulada. Así mismo 
este experimento puede realizarse tomando muestras a diferentes intervalos de tiempo, 
es decir hacer un seguimiento del efecto del litio en células con diferentes días de cultivo. 
Esta información sería bastante útil ya que no se han encontrado estudios donde se 
reporte la evolución de los efectos en el tratamiento crónico, y si existe un momento de 
transición en el cuál los efectos del tratamiento agudo sean diferentes a los del 
tratamiento crónico. 
Tampoco se observó que las células expuestas crónicamente a litio mostraran una mayor 
respuesta de calcio ante la aplicación del agonista muscarínico, contrariamente al 
tratamiento agudo. Datos reportados (Admisen, 1978) sugieren que  los efectos 
retardados del tratamiento crónico no están relacionados solamente con el tiempo que 
demora el litio en alcanzar una concentración estable en el cuerpo, ya que esta se 
alcanza en un tiempo menor al necesario para observar los efectos en el 
comportamiento. Sin embargo, al prolongar el tiempo de incubación con litio entran en 
juego ulteriores factores: en cultivos primarios de neuronas de hipocampo se ha 
reportado que la exposición prolongada a litio lleva a una reducción del número de 
receptores glutamatérgicos metabotrópicos mGluR5 (Sourial-Bassillious, et al., 2009). 
Adicionalmente en ratas tratadas crónicamente con litio, los niveles de expresión de 
ARNm del IP3R también disminuyen (Bartolomeis, et al., 2012). Si un efecto parecido 
ocurre también con los receptores colinérgicos metabotrópicos de HEK o los IP3R, 
podrían operar dos factores antagónicos, lo cual explicaría la dificultad en replicar el 
aumento en la fluorescencia de calcio en condiciones de cultivo crónico con litio.   
Adicionalmente, los efectos de la exposición prolongada pueden incluir otros mecanismos 
distintos al cambio en la expresión de receptores. En neuronas aisladas de hipocampo y 
cargadas con Fura-2, solo el tratamiento crónico con litio 1mM, no el agudo por 30 
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minutos, genera una disminución en la concentración de calcio basal, un menor influjo de 
calcio al activar receptores tipo NMDA y menor liberación de calcio en presencia de 
inhibidores de bombas SERCA (Sourial-Bassillious, et al., 2009). Entonces el litio puede 
tener diferentes efectos crónicos que se manifiestan al tiempo en el mismo sistema.  
• Posibles mecanismos del litio en el metabolismo de inositoles.  
Los primeros estudios que relacionaron el efecto del litio con la vía de los fosfoinositoles  
mostraron que en ratas tratadas con litio, éste producía un aumento en el myo-inositol-
fosfato y una disminución en el myo-inositol (Allison et al, 1976; Allison et al 1980). 
Posteriormente se  elucidaron aspectos de sus modos de acción, que involucraban 
cambios en el metabolismo de inositoles. En todos los procesos de señalización se 
necesitan mecanismos que detengan el proceso una vez se ha recibido el mensaje. En el 
caso de la cascada de la PLC, el proceso para inactivar el IP3 puede ocurrir por adición 
de un grupo fosfato por una kinasa o por remoción secuencial de fosfatos del anillo 
inositol por parte de fosfatasas hasta recuperar la estructura del myo-inositol que es el 
punto de partida de la síntesis de nuevos inositoles. Cualquier mecanismo que interfiera 
con el proceso de degradación del IP3 puede hacer que se acumule y que esté disponible 
por más tiempo, aumentando la cantidad de calcio liberado. 
Dos enzimas involucradas en el metabolismo de inositoles son inhibidas por litio. La myo-
inositol-4-monofosfatasa (IMPasa), enzima que cataliza la remoción del último grupo 
fosfato para restablecer el anillo inositol, es inhibida por el litio con una ki cercana a 
0.8mM (Hallcher & Sherman, 1980). La inhibición de esta enzima causa que haya una 
disminución en los niveles de myo-inositol y aumento en el inositol-monofosfato (IP1) 
(Atack et al., 1993). La inositol poli-fosfato-1-fosfatasa (IPPasa), enzima que hidroliza el 1 
D-myo-inositol-1,4-P2 y el 1 D-myo-inositol-1,4,3-P3,  también es inhibida por el litio con 
una ki cercana a 6mM para la hidrolisis de 1 D-myo-inositol-1,4-P2 y entre 0.5 y 1mM 
para la hidrolisis de 1 D-myo-inositol-1,4,3-P3 (Inhorn et al, 1987). En ambos casos, al 
acumularse metabolitos intermedios del ciclo de inositoles, se acumula también IP3, lo 
cual mantendría el IP3R abierto liberando más calcio de lo normal. El mecanismo 
propuesto de inhibición no depende del tiempo de exposición, sino de la concentración 
de litio. Estas enzimas utilizan Mg+ como cofactor, y la inhibición por el litio se da porque 
este interfiere con el sitio de unión a Mg+ (Atack et al 1995). Para determinar si este 
puede ser uno de los mecanismos del litio en tratamiento agudo en células HEK, se 
puede realizar un experimento a futuro con el inhibidor de la IMPasa, el L690-330, el cual 
se ha demostrado que también genera una disminución en el myo-inositol y aumento en 
IP1 (Atack et al, 1994). El experimento propuesto es medir el transiente de calcio con el 
inhibidor, comprobar si existe un aumento respecto a la solución control, y realizar la 
medición de nuevo después de perfundir la cámara de registro con la solución de litio. Se 
espera que si el litio y el inhibidor están actuando en el mismo punto, la potenciación de 
la cascada por parte del litio no va a sobrepasar lo causado por el inhibidor. 
 Panorama de la acción del lito en células HEK 
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En la Figura 14 se presenta una síntesis de los puntos donde el litio puede tener un 
efecto, y como esto puede relacionarse con los datos encontrados y los experimentos 
planteados a futuro. Para disecar el mecanismo celular de la acción aguda del 
tratamiento con litio es necesario primero realizar los experimentos de activación en 
varios puntos de la cascada (Gq, PLC y el IP3R). En caso de permanecer el efecto en el 
aumento del transiente de calcio, puede suceder que bajo tratamiento agudo, el litio 
inhibe la IPPasa y la IMPasa, lo que conlleva a un aumento en el calcio liberado. Esto 
solo se podrá corroborar realizando el experimento con el inhibidor de la IMPasa.   
En el tratamiento crónico, el panorama puede contemplar dos efectos antagonistas, un 
cambio en la concentración de calcio en el citoplasma y una disminución en  la expresión 
del receptor muscarínico o del IP3R, que en conjunto pueden explicar por qué en el 
tratamiento agudo no se observa el mismo efecto que en el tratamiento crónico. 
Nuevamente, la activación de la cascada cuesta abajo del receptor permitiría separar 
efectos debidos a reducción de receptores y efectos sobre la señalización. Sin embargo, 
tanto en el tratamiento agudo como en el crónico queda abierta una pregunta 
concerniente a si los cambios en la señalización por calcio son suficientes para generar 
efectos en otros procesos fisiológicos. Se espera que con las células HEK transfectadas 
con el canal mSlo1 se pueda determinar si estos pueden ser suficientes para gatillar 
cambios  que serían relevantes a la modulación de la actividad eléctrica de neuronas.  
 
Figura 14: Diagrama simplificado de la cascada de la PLC y el efecto del litio.  Las flechas azules señalan la 
ruta metabólica de los inositoles. Las flechas delgadas en negro señalan la cascada de la PLC. Las flechas 
gruesas en negro señalan posibles puntos de acción del litio en el tratamiento agudo y las flechas rojas las 
consecuencias de este efecto. Las flechas verdes señalan posibles puntos de acción del tratamiento crónico 
del litio. 
• Estudios a futuro en neuronas: 
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 Los resultados del presente proyecto resaltan la existencia de efectos específicos del 
litio sobre la señalización de calcio mediada por la vía de la Gq/PLC/IP3 (por supuesto, sin 
descartar muchos otros posibles blancos). Para sopesar las implicaciones de estos 
hallazgos en el marco del funcionamiento del sistema nervioso central se buscará a 
futuro examinar la existencia de efectos comparables en neuronas cerebrales. Es lógico 
concentrar los esfuerzos en aquellas células en las cuales la señalización IP3-
dependiente figura de una manera particularmente prominente. Entre ellas sobresalen las 
neuronas de Purkinje del cerebelo, en las cuales se presenta un excepcional 
enriquecimiento de los receptores de IP3 (lo cual permitió investigaciones de 
identificación y clonación de dichos receptores (Katayama, et al., 1996; Supattapone, et 
al., 1988,).También hay expresión conspicua de esos receptores en neuronas del 
hipocampo (Hertle & Yeckel, 2007), corteza, tálamo, hipotálamo, bulbo olfatorio y cuerpo 
estriado  (Sharp, et al., 1993). Se podrían plantear por lo tanto estudios similares, 
inicialmente a realizarse en cultivos primarios, que permiten un control experimental más 
estricto (pero presentan la dificultad de obtener neuronas con buena integridad del árbol 
dendrítico, donde se localiza predominantemente la señalización metabotrópica que 
recluta Gq). Posteriormente se podrían concebir estudios en rodajas cerebrales, en las 
cuales se puede disponer de estimulación más fisiológica (activando inputs sinápticos a 
las células blanco). En conjunto, tales propuestas podrán ayudar a extrapolar los 





1. Se examinó la línea celular HEK 293 como modelo experimental apto para estudiar 
a nivel de célula única las consecuencias fisiológicas de la modulación de la vía de 
señalización de los fosfoinositoles. Se mostró que en dichas células la estimulación 
con un agonista muscarínico desencadena la movilización de calcio desde depósitos 
intracelulares, la cual depende de la actividad de una PLC.  
2. Se utilizó el modelo para corroborar y extender, en células de origen humano, 
observaciones piloto que sugerían que el litio puede potenciar esta vía de 
señalización. Se encontró que ante exposición aguda a litio el incremento de calcio 
gatillado por estimulación muscarínica crece. El efecto se pudo comprobar a 
concentraciones de litio que se acercan a las dosis utilizadas para fines terapéuticos, 
y representa una de las primeras demostraciones de alguna influencia específica del 
litio sobre procesos fisiológicos definidos, a nivel celular.  
3. A diferencia de lo observado en el tratamiento agudo, en el tratamiento crónico con 
litio en baja concentración no se observo un aumento la movilización estimulada de 
calcio ni en su nivel basal. Se plantea que efectos adicionales del litio se desarrollan 
con la exposición prolongada, requiriendo ulteriores experimentos para 
caracterizarlos.   
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